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雷帕霉素对梗阻性黄疸大鼠肝脏的保护作用
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摘   要 目的：探讨雷帕霉素（rapamycin）对梗阻性黄疸（OJ）大鼠肝脏的保护作用。

方法：将 54 只 SD 大鼠随机均分为假手术组，OJ 模型组（模型组），OJ 模型 + 雷帕霉素治疗组（治

疗组）。采用胆总管结扎方法建立梗阻性黄疸模型，治疗组大鼠术后给予雷帕霉素 0.4 mg/（kg·d）

皮下注射，假手术组与模型组同期皮下注射等量生理盐水，分别于术后 1，3，5 d 每组取 6 只大鼠，

行白细胞（WBC）计数、血浆内毒素（ET）含量与肝功能指标检测；RT-PCR 测肝组织肿瘤坏死

因子 α（TNF-α）mRNA 的表达；观察肝组织病理学变化。

结果：除假手术组外，模型组与治疗组大鼠术后均出现 OJ 表现，但治疗组症状轻于模型组；模

型组与治疗组大鼠 WBC 计数，血浆谷丙转氨酶（ALT），总胆红素（TBIL），ET 水平，肝组织

TNF-α mRNA 水平在术后各时间点均较假手术组明显升高（均 P<0.05）；病理学观察显示，模

型组与治疗组大鼠肝组织均表现为肝血窦扩张，肝细胞坏死，胆管细胞增生及炎性细胞浸润等病

理改变；模型组与治疗组间比较，治疗组以上指标在各时间点上均低于模型组（均 P<0.05），病

理改变也明显轻于模型组。

结论：雷帕霉素对梗阻性黄疸大鼠的肝脏具有保护作用，机制部分可能与其抑制全身炎症反应有关。 
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ABSTRACT Objective: To investigate the hepatoprotective effect of rapamycin in rats with obstructive jaundice (OJ).
Methods: Fifty-four SD rats were equally randomized into sham operation group, OJ model group (model 
group) and OJ model plus rapamycin treatment group (treatment group). The rat OJ model was established by 
common bile duct ligation. Rats in treatment group received rapamycin 0.4 mg/kg once daily by subcutaneous 
injection after operation, and rats in both sham operation group and model group were given normal saline 
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雷 帕 霉 素（rapamycin） 是 20 世 纪 70 年 代

初 由 加 拿 大 Ayerst 研 究 所 从 放 线 菌 培 养 液 中 分

离 出 来 的 大 环 内 酯 类 抗 生 素， 随 着 近 几 年 研 究

的 不 断 深 入 雷 帕 霉 素 及 其 类 似 物 被 证 明 是 很 有

前 途 的 免 疫 抑 制 剂 和 抗 肿 瘤 制 剂， 因 其 结 构 与 

FK-506 相似，可以阻断 JAK/STAT 信号转导通路

而成为近几年研究热点。梗阻性黄疸（obstructive 

jaundice，OJ）是由于肝外胆管各种原因阻塞所

引 起 的 胆 汁 淤 积 症， 是 临 床 上 比 较 常 见 的 一 种

病，因可释放多种细胞因子及炎性介质导致肝细

胞损伤，同时肠道细菌易位产生肠源性内毒素血

症（intestinal endotoxemia，IETM） 及 全 身 炎

症 反 应 综 合 征（systemic inflammatory response 

syndrome，SIRS），严重者可导致肝肾等多脏器

功能衰竭。本实验探究雷帕霉素对梗阻性黄疸大

鼠肝脏是否有一定的保护作用，从而为实验研究

和临床治疗提供一定的基础。

1　材料与方法

1.1  试剂与仪器

雷 帕 霉 素（ 上 海 生 工 生 物 科 技 发 展 有 限 公

司）；RT-PCR 试剂盒、Trizol 总 RNA 提取试剂、

cDNA 第一链合成试剂盒（南京凯基生物科技发

展有限公司）；AV800 全自动生化分析仪（日本

日立公司）；PCR 循环仪（杭州晶格科学仪器有

限公司）；电泳仪（南京普阳科学仪器研究所）。

1.2  动物分组

扬州大学动物实验中心提供清洁级 SD 雄性

大鼠 54 只，鼠龄 10~12 周，体质量 250~300 g，

随 机 分 为 假 手 术 组，OJ 模 型 组（ 模 型 组），OJ

模型 + 雷帕霉素治疗组（治疗组），每组 18 只。

1.3  实验方法

1.3.1  模型制作　大鼠术前 12 h 禁食，自由饮水。

2 mL 乙醚吸入麻醉，常规消毒铺巾，正中切口入

腹，将肝脏向上牵拉，牵拉十二指肠，暴露胆总

管近十二指肠的根部，假手术组游离胆总管末端

但不结扎，关腹；模型组与治疗组游离胆总管后

于近十二指肠系膜处以 4-0 号丝线结扎，关腹，

制作 OJ 模型。

1.3.2  处理方法　 治 疗 组 大 鼠 术 后 予 雷 帕 霉 素  

0 . 4  m g / （ k g · d ） 皮 下 注 射 。 假 手 术 组 与 模 型

组 术 后 相 同 时 段 每 只 大 鼠 给 予 0 . 4  m g /（ k g·d ）

生 理 盐 水 皮 下 注 射 直 至 处 死 。分 别 于 术 后 1 ，3 ， 

5  d 每 组 取 6 只 大 鼠 ， 取 下 腔 静 脉 取 血 与 肝 脏

组 织 。

of the same volume instead. Six rats in each group were sacrificed at the postoperative day (POD) 1, 3 and 
5 respectively, and the white blood cell (WBC) count, plasma endotoxin (ET) level and liver function 
parameters were determined, the mRNA expression levels of tumor necrosis factor α (TNF-α) in the liver 
tissues were measured by RT-PCR and liver pathological changes were also observed. 
Results: Except for the rats in sham operation group, rats in both model group and treatment group presented 
overt OJ manifestations, but those of rats in treatment group were milder than those in model group; the 
WBC count, plasma levels of alanine aminotransferase (ALT), total bilirubin (TBIL) and ET as well as 
the TNF-α mRNA level in the liver tissue were significantly higher in both model group and treatment 
group than those in sham operation group at each observation time point (all P<0.05), As shown by 
pathological studies in the liver specimens from rats in both model group and treatment group, there were 
pathological changes that included the dilatation of liver sinusoids, hepatocyte necrosis, hyperplastic bile 
duct cells and inflammatory cell infiltration. The comparison between model group and treatment group 
showed that all the determined variables were significantly lower in treatment group than those in model 
group at each observation time point (all P<0.05), and liver pathological damages were also milder in 
treatment group than those in model group.
Conclusion: Rapamycin has hepatoprotective effect in OJ rats, and the mechanism may be partially due to its 
inhibition of the systemic inflammatory response. 
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1.4  检测指标

⑴ 动 物 一 般 情 况； ⑵ 下 腔 静 脉 血 白 细 胞

（WBC） 计 数； ⑶ 赖 氏 法 检 测 肝 功 能 血 浆 谷 丙

转氨酶（ALT）活性、苯甲酸钠一咖啡因法检测

总 胆 红 素（TBIL） 含 量； ⑷ 内 毒 素 水 平（ET）

水 平 测 定： 下 腔 静 脉 取 血 约 1 mL， 室 温 静 置 

1 h， 常 温 下 3 000 r/min 离 心 15 min 取 血 清，

置 于 EP 管 中 -80 ℃ 冰 箱 保 存， 显 色 基 质 法 测

定 各 组 ET 水 平； ⑸ RT-PCR 法 检 测 肝 脏 组 织 中

TNF-α mRNA 的 表 达： 称 取 肝 组 织 30 mg， 以

异硫氰酸胍一步法提取细胞总 RNA。对转录产物

进行扩增，以大鼠肌动蛋白（Rat-actin）作为内

参对照。Rat-actin：5'-GCT CGT CGT CGA CAA 

CGG CTC-3'（ 上 游 ），5'-CAA ACA TGA TCT 

GGG TCA TCT TTT C-3'（下游）。TNF-α: 引物 

5'-AGC CGA TTT GCC ATT TCA T-3'（上游）；

引物 5'-GCC ACT ACT TCA GCG TCT CG-3'（下

游）。PCR 反应参数：95 ℃ 5min；95 ℃ 40 s， 

56 ℃ 30 s，72 ℃ 35 s，28 个 循 环， 末 次 延 长 

10 min。 扩 增 产 物 经 20 g/L 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后

照相，底片采用图像分析处理系统进行分析，通

过 目 的 基 因 与 内 参 对 照 的 积 分 吸 光 度 比 值 表 示

mRNA 相对表达量；⑹ 取肝脏左外叶进行 HE 染

色病理分析。

1.5  统计学处理

实验数据用均数 ± 标准差 x±s 表示。各指

标分组间比较，方差齐者用方差分析及两两比较

的 q 检验；方差不齐者，采用秩和检验。所有数

据采用 SPSS 13.0 统计软件包进行分析。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  一般状况观察

术后第 2 天开始治疗组和模型组均出现皮肤

黄染，大鼠食欲变差，尿色变黄，粪便颗粒数减

少并且有颜色变浅趋势，反应迟钝，处死时剖腹

探查可见腹腔有不同程度腹水，胆总管扩张，充

满胆汁，肝脏淤胆，肠壁存在不同程度水肿，并

可见存在不同程度腹腔粘连，出血时间相对延长，

模型组较治疗组更明显；假手术组无上述变化，

并且腹腔脏器基本正常。

2.2  血 WBC 计数，TBIL，ALT，ET 水平的变化

假手术组各项指标在术后 1，3，5 d 的差异

无统计学意义（均 P>0.05）；与假手术组比较，

模 型 组 与 治 疗 组 术 后 各 时 间 点 的 WBC 计 数，

TBIL 水 平，ET 水 平 均 明 显 增 高（均 P<0.05），

其中 WBC 计数与 TBIL 水平在术后随时间延逐渐

增高，ALT 和 ET 水平在术后 3 d 升高最为明显，

治疗组以上各项指标在各时间点上均明显低于模

型组（均 P<0.05）（表 1）。

2.3  各组肝脏组织 TNF-α mRNA 的表达

模 型 组 与 治 疗 组 肝 组 织 TNF-α mRNA 含 量

于术后 1 d 即开始升高，3 d 达峰值，5 d 时有所

下降，与假手术组比较，差异均有统计学意义（均

P<0.05）； 但 治 疗 组 肝 组 织 TNF-α mRNA 含 量

在各时间点均明显低于模型组（均 P<0.05）（图 1）。

表 1　各组大鼠不同时间点的 WBC 计数，TBIL，ALT，ET 水平的比较（n=6，x±s）
Table 1　Comparison of the WBC count, and levels of TBIL, ALT and ET of rats in each group (n=6, x±s)

组别 WBC（×109/L） TBIL（μmol/L） ALT（U/L） ET（EU/mL）
假手术组
　1 d 7.24±0.37 5.67±1.04 33.79±2.48 1.0660±0.0021
　3 d 7.58±0.39 5.65±1.09 34.45±2.51 1.0681±0.0023
　5 d 7.45±0.38 5.68±1.08 33.87±2.49 1.0671±0.0022
模型组
　1 d 18.79±4.451) 94.40±3.911) 66.50±1.291) 7.2336±0.12161)

　3 d 19.53±3.721) 153.96±42.871) 691.50±48.321) 7.5868±0.17331)

　5 d 20.44±2.011) 168.80±25.881) 458.67±124.121) 7.3724±0.01611)

治疗组
　1 d 9.87±0.611), 2) 80.23±16.731), 2) 53.33±1.751), 2) 4.3970±0.08751), 2)

　3 d 10.80±0.151), 2) 112.90±10.151), 2) 141.20±7.851), 2) 4.6257±0.07151), 2)

　5 d 10.00±0.681), 2) 113.35±24.251), 2) 119.60±33.731), 2) 4.4274±0.06501), 2)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与模型组比较，P<0.05

1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. model group
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2.4  光镜下肝组织病理学变化

假手术组大鼠肝组织学结构未见异常，肝细

胞自中央静脉向周边辐射，肝索排列整齐，汇管

区可见小叶间静脉、小叶间动脉和胆小管；模型

组和治疗组大鼠肝血窦扩张，胆管细胞增生伴炎

性细胞浸润，肝细胞浊肿。随着时间的延长，模

型组肝血窦扩张、小叶中央性淤胆及炎性细胞浸

润较治疗组更加明显，网状纤维增多，肝小叶结

构破坏，纤维增生明显（图 2）。

3　讨　论

雷帕霉素又称西罗莫司，是一种新型的大环

内 酯 类 药 物， 是 西 方 研 究 人 员 于 1975 年 首 先 发

现的一种由土壤链霉菌分泌的次生代谢物，其结

构与 FK-506 相似，能通过阻断 STAT3 727 位丝

氨酸的磷酸化，从而抑制 STAT3 活化和核转位，

进一步下调细胞因子的诱生及病理生理效应 [1-2]。

随着近几年研究的不断深入雷帕霉素及其类似物

被证明是很有前途的免疫抑制剂和抗肿瘤制剂，

最新研究表明雷帕霉素通过不同的细胞因子受体

阻 断 信 号 传 导， 阻 断 T 淋 巴 细 胞 及 其 它 细 胞 由 

图 2　术后 5 d 各组大鼠肝脏组织病理学改变（HE ×400）　　A，B：假手术组；C，D：模型组；E，F：治疗组
Figure 2　　The pathological findings in liver tissues of rats at POD 5 (HE ×400)　　A, B: Sham operation group; C, D: Model group;  

E, F: Treatment group
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Figure 1　　Results of liver TNF-α mRNA expression measurement of each group　　A: Gel electrophoresis of TNF-α mRNA; B: Comparison 
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G1 期至 S 期的进程，从而发挥免疫抑制效应，因

此其被广泛应用于肾脏、心脏、肝脏和胰腺移植

的实验研究。而佘浩清等 [3] 也报道过雷帕霉素对

肝癌化疗有增敏作用。不仅如此，其对卵巢癌，

宫颈癌，子宫内膜癌和直肠癌都起到一定的治疗

作 用 [4-5]。Erlich 等 [6] 对 其 治 疗 创 伤 性 脑 损 伤 也

做过相关研究，但其对梗阻性黄疸疗效至今鲜有

报道。

OJ 常伴随内毒素血症，近几年研究认为 OJ

时内毒素血症的发生机制趋向于肠源性学说及单

核 - 巨 噬 细 胞 系 统 障 碍 学 说。OJ 时 由 于 胆 盐 缺

乏、肠黏膜屏障功能受损、机体免疫抑制等因素

往往导致肠道菌群过度繁殖异位，吸收入血引起

内 毒 血 症。TNF-α 是 由 单 核 细 胞、 巨 噬 细 胞、

T 细胞和肥大细胞产生的一种炎症因子，适量的

TNF-α 可发挥免疫调节作用、抗病毒、抗感染、

杀伤肿瘤细胞的作用，但分泌过多或调节失控时

可引起发热、休克及多脏器功能损害。OJ 时引起

TNF-α 水平升高的原因很多，但主要与内毒素血

症有关 [7]。随着研究的不断深入，TNF-α 可以通

过抑制线粒体呼吸链复合物，使肝细胞内过氧化

物生成增加，细胞内钙超载，诱导血管内皮细胞

的通透性增加，使血管内皮的黏附分子表达上调

等 机 制 对 肝 脏 造 成 损 伤， 并 且 TNF-α 可 促 进 多

核白细胞的积聚和激活，激活的白细胞在 TNF-α

作 用 下 可 释 放 血 小 板 活 化 因 子，IL-6，IL-2，

IL-8， 一 氧 化 氮， 血 栓 素 A2， 前 列 腺 素， 氧 自

由基（OFR）等，这些炎性介质又可正反馈促进

TNF-α 等细胞因子产生，从而形成“瀑布”样级

联反应，TNF-α 不仅对肝功能有影响，而且也是

引起心、肺、肾、胃肠等损害的重要介质 [8-15]。

本研究显示，雷帕霉素治疗后的 OJ 组大鼠，

OJ 症状改善，雷帕霉素组 WBC 计数，血 ALT、

TBIL、ET 水平，肝组织 TNF-α 表达等指标明显

降低，病理改变明显减轻，表明雷帕霉素在抑制

炎性反应，降低肿瘤坏死因子的表达，减轻黄疸，

保护肝功能有一定的作用，但是其具体机制和长

期疗效有待进一步探讨。
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